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1.-Resumen  
El erizo de mar es un organismo de gran importancia económica para la industria 
pesquera, debido a sus gónadas. Chile es uno de los principales exportadores de 
gónadas en el mundo. Sin embargo, la exportación de este recurso ha ido disminuyendo 
debido a su sobreexplotación. El erizo chileno Loxechinus albus es un equinodermo 
bentónico que se distribuye a lo largo de toda la costa chilena. Este organismo tiene un 
sistema inmune innato muy desarrollado, formado por células inmunitarias denominadas 
celomocitos, que están implicadas en diversos procesos. Se ha visto que estas células 
pueden responder de diversas maneras ante un eventual agente estresor. Es sabido que 
un aumento en las temperaturas por fuera de los rangos óptimos de esta especie, 
derivaran en un estrés térmico, el cual se ha comprobado en otras especies que puede 
tener efectos sobre determinadas vías celulares, como lo son la biogénesis mitocondrial, 
ubiquitina proteosoma y la vía de estrés oxidativo. Cabe destacar que el surgimiento de 
técnicas de secuenciación de alto rendimiento, como el RNA-Seq, ha posibilitado la 
obtención del transcriptoma de especies no modelo, como Loxechinus albus, y el estudio 
de moléculas no codificantes, como lo son los long non-coding RNA, que se ha visto 
pueden regular la expresión génica mediante diversos mecanismos de acción. El objetivo 
del presente trabajo fue evaluar el efecto del estrés térmico en celomocitos de Loxechinus 
albus, a través de tres vías de interés: biogénesis mitocondrial, ubiquitina proteosoma y 
la vía de estrés oxidativo, además de la correlación que presentan algunos lncRNAs con 
genes target de estas vías. Los resultados obtenidos indican una estabilidad de estas 
vías en celomocitos frente a un estrés por alta y baja temperatura. En cuanto a la 
correlación que presentaban los lncRNA con sus respectivos genes target, se mantuvo 
en genes asociados a la vía de biogénesis mitocondria y estrés oxidativo, observándose 
incluso un cambio en el tipo de correlación entre el regulador y el target en la condición 
de estrés por aumento de temperatura, por lo que, lo mencionado anteriormente indicaría 
un efecto no descrito de este factor ambiental sobre la acción reguladora de estas 
moléculas. Este estudio proporciona nuevas perspectivas sobre la estabilidad de estas 
vías en células claves de respuesta a estrés, como lo son los celomocitos, y del 
comportamiento de los lncRNAs como reguladores de la expresión génica frente a 
cambios de temperaturas en el medio. 
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2.-Introducción   
2.1 Importancia económica del erizo de mar  
Desde mediados del siglo pasado la demanda de erizo de mar ha ido aumentando, en 
especial en mercados importantes como Japón. Este alto interés comercial radica en sus 
gónadas, las cuales poseen un delicado sabor comparable al caviar (Paredes y Muñoz, 
2010). Tal ha sido el grado de demanda de este recurso, que la cantidad extraída no 
lograba satisfacer la demanda del mercado (McBride, 2005), y debido a este hecho se 
dio paso al desarrollo de las pesquerías de erizo de mar en América del Norte, 
específicamente en Estados Unidos. Posteriormente se impulsó el interés comercial de 
este producto en América del Sur, derivando en el desarrollo de esta actividad en la región 
(Kato y Schroeter, 1985; Vasquez, 1992). La sobreexplotación de este recurso en los 
países productores provocó su agotamiento, por lo que se debieron adoptar medidas para 
su recuperación, dentro de las cuales surgieron: el desarrollo de sistemas de acuicultura 
de erizo, que se han caracterizado por la mejora de las poblaciones silvestres y la 
investigación sobre su crecimiento, nutrición, reproducción y sistemas de cultivo 
adecuados (McBride, 2005).  
En nuestro caso, Chile constituye una de los principales mercados en la exportación de 
erizo de mar rojo (Loxechinus albus), alcanzando su punto máximo en 1995 cuando se 
extrajeron 54.609 toneladas de erizos de mar, lo que correspondió al 45% de la 
producción mundial de ese año (Andrew et al., 2002). Desde ese momento las 
exportaciones de erizo, sobre todo a partir del año 2004 han comenzado a decrecer, 
debido a su sobreexplotación (IFOP, 2012). El agotamiento de este recurso ha generado 
preocupación en el instituto de fomento pesquero (IFOP), por lo que se han desarrollado 
proyectos, enfocados en la obtención de datos actualizados de las poblaciones de erizo 
en las regiones de mayor explotación (X y XI), para así poder ayudar al manejo y 
sustentabilidad de este recurso (https://www.ifop.cl/). 
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Figura 1. Exportación de erizo rojo. Cantidades de erizo rojo exportadas y precio FOB 
durante el periodo 2001-2011. (IFOP., 2012). 
2.2 Características del erizo rojo (Loxechinus albus)  
El erizo rojo es un equinodermo, poiquilotermo, que se distribuye a lo largo de toda la 
costa chilena, desde Arica hasta Cabo de Hornos, tanto en la zona intermareal como 
submareal (Castilla, 1990). Tiene un comportamiento gregario, por lo que forma grupos 
numerosos adhiriéndose a las rocas o suelos arenosos. Es un organismo dioico que no 
presenta dimorfismo sexual, por lo que es imposible determinar a simple vista si son 
machos o hembras (Contreras y Castilla, 1987). Respecto a su morfología poseen un 
caparazón globoso, con simetría pentarradial, conformada por cinco placas ambulacrales 
y cinco placas interambulacrales cubiertas de espinas calcáreas (IFOP, 2009). Dentro de 
las placas ambulacrales se encuentra el sistema locomotor del erizo, denominado pies 
ambulacrales, los cuales se componen de cilindros musculares que terminan en 
ventosas. Estas estructuras son las que favorecen la fijación y el desplazamiento del erizo  
(Hill, 1998). La boca que posee este organismo presenta un sistema dental denominado 
linternas de Aristóteles que consta de una estructura calcárea esquelética y un conjunto 
de músculos asociados. La estructura esquelética está compuesta por cinco piezas en 
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forma piramidal que en su eje llevan un diente alargado, cuya porción superior es 
proliferativa y más blanda (Ruppert et al.,1996) 
 
Figura 2. Anatomía general del erizo de mar. Vista lateral de la anatomía de un erizo 
de mar con la identificación de todas sus estructuras internas y externas. (IFOP., 1998) 
Es un organismo detritívoro en su etapa larval y herbívoro en su adultez, siendo el alga 
verde ulva spp y el alga lessonia spp los principales componentes de su dieta (Guisado 
et al., 1998). El periodo de desove que presenta el erizo rojo a lo largo de Chile se atribuye 
a la variación latitudinal de temperatura y fotoperiodo que se presenta en cada región 
(Guisado et al., 1998; Marín, 1997). Tiene un crecimiento lento, aproximadamente de 1 a 
3 mm por mes, alcanzando una talla máxima de 130 mm. Su talla mínima legal de 
extracción es de 70 mm en Chile, la cual es alcanzada a los 5 años en promedio 
(Barahona et al., 2003).  
2.3 Sistema y células inmunes del erizo de mar 
El erizo de mar posee un sistema inmune innato muy desarrollado, que está compuesto 
por una variada gama de células de reconocimiento (inmunoma) y de respuesta a estrés 
(defensoma) (Pinsino y Matranga, 2015). Dentro del defensoma podemos encontramos 
las proteínas HSP, que son proteínas de shock térmico, que no solo son inducidas por 
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frio o calor, sino que también por otros agentes estresores (Goldstone, 2010), que causan 
su activación y posterior actividad citoprotectora (Coronato et al., 1999). Todas estas 
moléculas tanto del inmunoma como defensoma, son de gran importancia para el erizo 
de mar, ya que participan en el reconocimiento de factores estresantes abióticos, bióticos, 
y la transformación y eliminación de potenciales nocivos (Pinsino y Matranga, 2015).  
Dentro del inmunoma se encuentran los celomocitos, los que corresponden a las células 
inmunitarias del erizo de mar, las cuales se encuentran en la cavidad celómica (Glinski y 
Jarosz, 2000) y en órganos como el axial, esófago, intestino y gónadas (Majeske, 2013). 
Estas células están implicadas en diversas funciones como la formación de coágulos, 
fagocitosis, encapsulación y transporte de oxígeno, entre otras (Matranga et al., 2005). 
Si bien poseen una importante función, es el medio en el que residen (fluido celómico) el 
que posibilita las capacidades inmunológicas, ya que se compone de factores tróficos y 
activadores esenciales producidos por los mismos celomocitos (Matranga et al., 2005; 
Smith et al., 2010). Se ha descrito que estas células pueden responder de diferentes 
formas ante un eventual agente estresor, dentro de las que destacan la activación de la 
expresión de hsp70, un aumento en el número de células de esferolas rojas y de la 
actividad colinesterasa (Matranga, 2000; Angelini, 2003). 
2.4 Estrés térmico y sus implicancias en los organismos 
El estrés es definido como una repuesta fisiológica ante un desequilibrio en la 
homeostasis, generado por algún factor interno o externo, como lo sería algún cambio 
ambiental, lesión o enfermedad (Templeman et al., 2014). Dentro de los factores externos 
que pueden generar un estrés, es importante mencionar la temperatura, ya que, 
recientemente y debido al aumento de este factor en los mares, es que se ha hecho 
interesante estudiar su efecto en los organismos que viven bajo estas condiciones de 
estrés (Rosenthal et al, 2013; Oliver et al., 2018). Un cambio en las temperaturas por bajo 
o sobre los limites térmicos derivará en un estrés térmico, generándose una respuesta 
en el individuo que producirá la activación de una serie de proteínas altamente 
conservadas entre especies, denominadas Hsp, las cuales cumplen el rol de resguardar 
las proteínas y membranas del daño por temperatura (Currie, 2011). Por otro lado se ha 
visto  que  este aumento en la temperatura puede causar daño en órganos como agallas 
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e intestino en lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) y abulón australiano (Genus 
aliotis) (Liu  et al. 2014; Hooper et al. 2014). En erizo de mar purpura (Strongylocentrotus 
purpuratus) la variación de la temperatura puede tener efecto sobre la morfología 
embrionaria, expresión de genes asociados a desarrollo, procesamiento de RNA y 
metabolismo energético (Runcie et al, 2012), lo cual podría comprometer la metamorfosis 
de las larvas (Perez y Ituarte, 2011). 
Además se ha podido establecer que el estrés térmico puede tener efectos sobre 
determinadas vías que son relevantes para la mantención y detoxificacion celular, dentro 
de estas vías podemos destacar, la vía de estrés oxidativo, donde se ha visto que la 
formación de ROS puede ocurrir como consecuencia de un estrés por alta temperatura 
(Freire et al., 2011; Lushchak, 2011). Además se han observado aumentos significativos 
en  biomarcadores de estrés oxidativo, a partir de un aumento en la temperatura (Madeira 
et al., 2013). Respecto a la vía ubiquitina proteosoma, se ha comprobado que las células 
expuestas a un estrés térmico presentan niveles aumentados de proteínas 
desnaturalizadas, que son marcadas por la ubiquitina, para ser finalmente degradadas 
por el proteosoma (Kim et al., 2011). Por último, en cuanto a la biogénesis mitocondrial, 
se ha determinado que el estrés térmico es capaz de causar una disminución significativa 
del potencial de membrana interna, así como una caída en la concentración de ATP 
mitocondrial (Wilkening et al., 2018). 
2.5 Transcriptómica, antecedentes en erizo de mar  
“La transcriptómica es el estudio del transcriptoma, el conjunto completo de 
transcripciones de ARN que produce el genoma, utilizando métodos de alto rendimiento” 
(https://www.nature.com/subjects/transcriptomics). El RNA-Seq es uno de los métodos 
de secuenciación de RNA de alto rendimiento, que ha proporcionado nuevas formas de 
mapeo y de cuantificación de transcritos (Wang et al., 2010). Esta técnica utiliza RNA, el 
cual se convierte en una librería de fragmentos de cDNA con adaptadores unidos a uno 
o ambos extremos, luego cada molécula es secuenciada, obteniendo millones de 
secuencias cortas o lecturas de un extremo o de ambos extremos. Estas lecturas 
resultantes se mapean contra un genoma o transcriptoma de referencia o se realiza un 
ensamble del transcriptoma de novo, obteniendo por medio del mapeo el nivel de 
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expresión para cada transcrito (Wang et al., 2010).  Si bien esta técnica nos puede 
entregar mucha información relevante respecto a la expresión génica para comprender 
distintos procesos biológicos, no se existen muchos estudios realizados en Loxechinus 
albus.  
Respecto a los estudios existentes se destaca el de Gaitán-Espitia et al. (2016) en el cual 
se realizó el ensamble de novo y mapeo de lecturas contra una referencia (S. purpuratus) 
de gónadas de macho del erizo L. albus, y más recientemente encontramos la 
secuenciación y obtención del transcriptoma de L. albus a partir de tres tejidos (Antiqueo, 
2017). 
Específicamente no es posible encontrar estudios de expresión génica asociado a estrés 
térmico en erizo de mar rojo. Sin embargo se destacan estudios en otras especies de 
erizo de mar que se  caracterizan por la identificación de importantes variaciones en la 
expresión génica frente a una tensión térmica, en Sterechinus neumaveri  (Dilly et al., 
2015), y por la evaluación de las implicancias funcionales y evolutivas del cambio 
ambiental en Strongylocentrotus purpuratus a través de la expresión génica (Runcie et 
al., 2012).  
2.6 Long non-coding RNA (lncRNAs)  
Los Long non-coding RNA son definidos como cadenas de RNA de más de 200 pares de 
bases que no poseen un potencial de codificación (Rinn y Chang, 2012). Estos RNAs 
están encargados de regular la expresión génica, tanto a nivel transcripcional como 
postranscripcional (Yoon et al., 2014), mediante diversos mecanismos. Dentro de los 
mecanismos de regulación de los lncRNAs podemos encontrar, su función como 
señuelos, donde esta molécula impide el acceso de proteínas reguladoras al DNA (Kino, 
2010), su función como andamio, donde los lncRNAs pueden servir como adaptadores 
para llevar dos o más proteínas a complejos discretos (Spitale et al., 2011), y su función 
como guías, donde los lncRNA serán requeridos para la localización adecuada de 
complejos proteicos específicos (Huarte et al., 2010). Todos estos mecanismos 
mencionados anteriormente involucran la formación de un complejo ribonucleoproteico 
que influye en la regulación de la expresión génica.  
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En la actualidad se ha establecido la participación de lncRNAs en procesos celulares 
como la pluripotencia de células madres embrionarias, regulación del ciclo celular y 
enfermedades como el cáncer (Uzunova et al., 2014). Por lo que se hace necesario el 
estudio de estas moléculas para generar un conocimiento más amplio de cómo son 
regulados los genomas de diversos individuos, más aún cuando se ha facilitado el estudio 
e identificación de este tipo de moléculas por medio de las tecnologías de secuenciación 
de alto rendimiento como RNA-Seq (Rinn y Chang, 2012). 
La relevancia de los celomocitos frente a determinados agentes estresores, hacen de 
este tipo celular un buen candidato para estudiar su respuesta a estrés, más 
específicamente, estudiar vías que puedan verse afectadas por una variación térmica. 
Dentro de las vías conocidas, surgen tres vías candidatas, que debido a los procesos 
celulares en que tienen participación, generan un interés para el estudio de estrés 
térmico. Se ha visto en otras especies por antecedentes que las vías ubiquitina 
proteosoma, biogénesis mitocondrial y de estrés oxidativo, son moduladas  frente a 
variaciones de temperaturas (Kim et al., 2011; Wilkening et al, 2018; Madeira et al., 2013), 
por lo que a partir de los antecedentes mostrados es que se propone estudiar, el cómo 
una variación en los rangos de temperaturas optimas del erizo rojo  puede generar una 
respuesta en estas vías celulares, y como posiblemente pueden estar siendo reguladas 
por lncRNA, en células que comandan la respuesta inmune.   
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3.-Hipótesis  
El estrés térmico modula la expresión de transcritos y sus respectivos Long non-coding 
RNA, asociados a las vías ubiquitina proteosoma, biogénesis mitocondrial y estrés 
oxidativo en celomocitos de erizo rojo (Loxechinus albus).  
4.-Objetivo general  
Evaluar el efecto del estrés térmico en genes y Long non coding RNA, asociados a las 
vías ubiquitina proteosoma, biogénesis mitocondrial y estrés oxidativo, en celomocitos de 
Loxechinus albus  
5.-Objetivos específicos  
1) Identificar genes candidatos y sus respectivos Long non coding RNA asociados a vías 
térmicas de interés, en celomocitos de Loxechinus albus. 
 
2) Evaluar viabilidad celular en cultivo de celomocitos de Loxechinus albus, mediante 
métodos de exclusión de colorantes y microscopia de fluorescencia.  
 
3) Evaluar mediante marcadores de shock térmico (HSP70) la generación de un estrés 
por temperatura en celomocitos de Loxechinus albus.  
 
4) Determinar el efecto del estrés por alta y baja temperatura sobre la expresión de genes 
y long non-coding RNA, asociados a las vías ubiquitina proteosoma, biogénesis 
mitocondrial y estrés oxidativo, en celomocitos de Loxechinus albus.  
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6.-Materiales y métodos  
 
Los juveniles de erizo rojo utilizados en los ensayos corresponden a individuos nacidos 
en cautiverios pero provenientes de progenitores silvestres. Estos fueron obtenidos 
desde el centro de Investigaciones Marina de Quintay (CIMARQ) ubicado en la Región 
de Valparaíso. Para los ensayos de viabilidad y de estrés por temperatura se utilizaron 
12 individuos de dos años de edad aproximadamente, los cuales fueron transportados al 
laboratorio de bioquímica I de la Universidad Andrés Bello en grupos de tres individuos, 
en estanques de 5 litros con agua de mar filtrada y flujo de aire constante. Al llegar al 
laboratorio los individuos fueron aclimatados durante 48 horas a 13 ºC, para 
posteriormente ser utilizados en los ensayos previamente nombrados en los objetivos 2, 
3 y 4. 
 
6.1 Obtención de long non coding RNA 
Los long non-coding RNA fueron obtenidos a partir del transcriptoma de Loxechinus albus 
(Antiqueo., 2017). Este transcriptoma se realizó mediante tejidos obtenidos de tres 
juveniles de erizo rojo, correspondientes a gónada, intestino y celomocitos. A partir de 
estos tejidos se extrajo el RNA total mediante el kit “Mini Kit RNeasy” de Qiagen (Hilden, 
Alemania) según las indicaciones del fabricante. Como filtro de calidad se midió el RQN 
de cada una de las muestras obtenidas, este valor indica el nivel de integridad del RNA 
y se encuentra en una escala de 0 a 10, en donde 10 es totalmente integro. Valores sobre 
6,5 se consideraron como RNA con integridad adecuada para la secuenciación.                                                 
Las librerías se generaron a partir de un pool de RNA por tejido de los tres individuos, y 
la posterior secuenciación se realizó por medio de la tecnología illumina en la plataforma 
Miseq en pair-end 2x300 pb en el Centro de Biotecnología Vegetal. El ensamblaje de 
novo de las lecturas se realizó mediante el programa CLC, formando así el transcriptoma 
de referencia. 
 
Para la obtención de los long non-coding RNA se aplicaron diferentes filtros, en primer 
lugar se aplicó un filtro para secuencias codificantes y no codificantes, seleccionando 
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transcritos que presentaran una cobertura mayor o igual a 50 y un tamaño mayor o igual 
a 250 pares de bases. El segundo y tercer filtro se realizó para detectar potenciales 
codificantes  donde mediante el programa CPAT se filtraron transcritos que presentaran 
un marco de lectura abierta (ORF) menor a 200 pares de bases, tomando en cuenta que 
los transcritos con un ORF mayor a 200 pares de bases serían posibles codificantes. 
Como cuarto y quinto filtro se realizó una homología a proteínas conocidas a través de 
un Blastx tomando en cuenta un p value < 0,05, y una búsqueda de dominios conocidos, 
para descartar todos los posibles codificantes. Por último se realizó un Blastn para 
evaluar la homología con genes conocidos, resultando en la obtención 15.952 long non 
coding RNA. 
 
6.2 Selección de genes candidatos y diseño de partidores.                                      
Los genes candidatos que se evaluaron durante el ensayo de variación térmica, fueron 
seleccionados a partir de una búsqueda bibliográfica, enfocada en la vía ubiquitina 
proteosoma, biogénesis mitocondrial y de estrés oxidativo. Los genes seleccionados 
fueron identificados en el transcriptoma de referencia de Loxechinus albus, que fue 
reconstruido a partir de secuencias expresadas en tres tejidos, celomocitos, gónada e 
intestino (Antiqueo et al., 2018). Luego de haber identificado los genes candidatos en el 
transcriptoma de Loxechinus albus, se procedió a crear una matriz de correlación 
mediante el paquete de R, cor. Esta matriz de correlación se creó para ver el nivel de 
relación que presentan los genes candidatos seleccionados, con todos los Long non-
coding RNAs identificados y expresados en este transcriptoma de referencia de 
celomocito, mediante un coeficiente de Pearson. Este análisis se realizó para poder 
identificar los posibles lncRNA que regulen a los mRNA de los genes de interés, por lo 
que para poder realizar los objetivos 3 y 4 se seleccionó el lncRNA que presento un mayor 
nivel de correlación con cada uno de los mRNA target de las distintas vías de interés. 
La secuencia de los transcritos y lncRNA candidatos, fueron obtenidas a partir del 
transcriptoma de Loxechinus albus. Posteriormente estas secuencias fueron utilizadas 
para generar los partidores de los mRNA y de los lncRNAs en base a dos programas, 
Blast-primer (Ye et al., 2012), donde para el diseño de cada par de partidores se 
establecieron los siguientes parámetros: un tamaño de producto PCR entre 100 y 300 
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pares de bases, un tamaño de partidores entre 17 y 23 pares de bases, y una temperatura 
de fusión entre 55 a 65 Cº. 
Para evaluar los partidores generados por el programa Blast-primer (Ye et al 2012) se 
utilizó la plataforma de Oligoanalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer), tomando en 
cuenta una concentración de magnesio de 1.5 Mm y de 0.8 Mm  de dnTPs. En este 
programa se evaluó: la posible formación de horquillas en el partidor, la formación de 
auto-dimeros entre el mismo partidor, y la formación de hetero-dimeros entre el par de 
partidores.  
 
Tabla 1: Partidores generados a partir del transcriptoma de Loxechinus albus para 
Q-PCR 
 
Gen  Partidores  Secuencia 5`-3` TM  
Contig 38712 Foward  GCGACTCTAAACCCTCC 56,1 
PAC2 Reverse  ATCACACCATCCCTTGAG 56,2 
Contig 5226 Foward  ACCAACGAGCAAGCAAA 57,3 
Miosina Reverse  CGCAGAACGGGTTCTTTT  58,1 
Contig 13459 Foward  GATGAGAGCACGGGTCGTAG 61,5 
heat shock 70 Reverse  CCTTGTCGCTGGAGTTCAGT 61,9 
Contig 4239 Foward  CGGACTGTGTCTGATGCGTA 61,5 
stress-70 protein, mitochondrial Reverse  CGGTTGTGTGAGGCAGATT 60,2 
Contig 131021 Foward  TCTGGATCTTCCTGGCA 57,0 
ATP sintasa subunidad beta Reverse  AGCGTCACTACGGCATT 58,5 
Contig 157 Foward  AGCCGAACAAGGTGTAGAACA 61,7 
NADH subunidad III Reverse  TGACTCAATCTCTGCCCCTCT 62,6 
Contig 18 Foward  TAATAGGGGCGATACGGG 57,7 
citocromo c oxidasa subunidad III Reverse  ATAGGGCGAAAGGTCCTC 58,2 
Contig 20373 Foward  GGTCAATGCGGCTAATG 55,5 
succinato deshidrogenasa subunidad 
III  
Reverse  AGGCGATAAGACTGGCA 57,7 
Contig 23666 Foward  AGCCTGTCCTGTTTTCCTAC 59,4 
citocromo c Reverse  CAACTTTTGGAGATCCCGAC 58,4 
 
Contig 5587 
Foward  ACTGCCATAGCCGTTCAT  58,8 
catalasa  Reverse  TGGGACTTCATCACTCTGC 59,1 
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Contig 52816 Foward  GCAGAACCTCTCACCCAAT 59,4 
super oxido dismutasa  Reverse  TAACCAACCCCACCCAGAT 60,6 
Contig 69682 Foward  TCGTTCGCCTATCTCTGGGA 62,2 
glutation sintetasa  Reverse  TAGCAGACGGGATGGTTTCG 61,7 
Contig 55074 Foward  GGCTTCAGCGAGACTCAAA 59,8 
conjugadora de ubiquitina  Reverse  CTCCTTCATAGGGCGTGT  58,4 
Contig 11887 Foward  ATTCCTCGGTCTTGGCAG  59,0 
modificadora de de ubiquitina  Reverse  CAGGGGTGGTATCGTCAA  58,4 
Contig 15270 Foward  GCTCCCAAGGTCCTAGACA 60,4 
ligasa arih1 Reverse  GGATCGCAGCTAACACCAA 59,9 
Contig 27416 Foward  CGACCAATCAGGACCTAGC 59,4 
ligasa SIAH1 Reverse  GTAACGGCACGGGAACATA 59,6 
lncRNA 87043  Foward  TTGCCTTGCTCTTTGACC  57,9 
  Reverse GCCGTGTTACCACTTAAA C 56,4 
lncRNA 6199 Foward  TGTGAAGGCTGGAAGGAGACT 63,0 
  Reverse CGCTCTTGGAAGGCAGAACA 62,5 
lncRNA 108167 Foward  CTTTAGGAGTTGACAAACCA 55,5 
  Reverse TCTTAGGCTTGAGAGAGC  55,5 
lncRNA  9550 Foward  GCCCTGTGACATTGGTGT  59,9 
  Reverse CGTGCTCACTGTGCAGAT  59,8 
lncRNA 35021 Foward  AGGCAACCATTTTACAGGCG 61,1 
  Reverse TACATTGCTTCACCCCACC 59,7 
lncRNA  2293 Foward  TCCTGACGCCAAATGCCAAG 63,1 
  Reverse AATTGCCCACGTTTTGTGGTT 61,9 
lncRNA  27631 Foward  GGA CAGTGTTTCAGCCCA  59,5 
  Reverse GTCAGCACATGCGACAGG  60,6 
lncRNA 13300 Foward  GCACTCACACGATAGGT 55,8 
  Reverse CCCCTTTCTCTTCTAAAACG 55,8 
lncRNA 13440 Foward  GCCTCTGATTCCTTTCCTG 57,6 
  Reverse AATCCTCTTGGGGTTTATCG 57,3 
lncRNA 20506 Foward  CAGGTGGTCTCGTACAAT 60,4 
  Reverse GCGTACAAGTCAACATGG  59,9 
lncRNA 64433 Foward  GGGGAAGTCCAGGAAAAGA 59,4 
  Reverse TAGCCGACAGTCAACCAC 59,6 
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6.3 Recolección de celomocito y ensayo de viabilidad celular  
Para el ensayo de viabilidad celular se utilizaron tres erizos juveniles previamente 
aclimatados por dos días a 13º C, estos erizos fueron extraídos desde el estanque y 
diseccionados mediante material quirúrgico para obtener el líquido celómico. De cada 
erizo se obtuvieron 12 ml de líquido celómico, que fueron utilizados para realizar un pool 
de celomocito en un vaso precipitado, obteniéndose finalmente 36 ml aproximadamente 
de fluido celómico, los cuales fueron mezclados en relación 1:1 con solución 
anticoagulante (0.5 M NaCl, 20 mM Tris–HCl, y 30 mM EDTA; pH 7.4), para evitar que 
las células se aglutinen, obteniéndose finalmente una solución de 72 ml. Posteriormente 
el pool fue distribuido en tres placas de 12 pocillos, donde para cada pocillo se dispuso 
de 2 ml del pool, una vez distribuido el pool las placas fueron depositadas en un una 
incubadora a 13º C. 
El ensayo de viabilidad se realizó durante 12 horas a 13ºC, para este ensayo se 
dispusieron de tres pocillos por tiempo. La medición de viabilidad se realizó mediante el 
kit de tinción comercial LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit (Life Technologies), el cual 
discrimina rápidamente las células vivas de las muertas mediante la tinción simultánea 
con calceína AM, tinción verde fluorescente que indica la actividad de esterasa 
intracelular, y la tinción con homodímero-1 de etidio, que tiñe rojo fluorescente indicando 
la pérdida de integridad de la membrana plasmática.  
La medición de viabilidad de los pocillos con sus respectivas replicas se realizó cada una 
hora, tomando 25 μL de cada pocillo y mezclándolos con 25 μL de calceina con 
homodímero-1 de etidio, esta solución se mezcló y dejo a una temperatura ambiente por 
15 minutos, para que los colorantes comiencen a actuar. Al pasar el tiempo se tomaron 
30 μL, y se depositaron en un portaobjetos, donde mediante un Microscopio de 
fluorescencia Trinocular (Olympus) se observó la mortalidad celular al 20x,  con un filtro 
de 590nm para las células vivas y de 480 nm para las células muertas, finalmente las 
imágenes tomadas fueron editadas en el programa ImageJ (NIH, USA).  Para cada uno 
de los pocillos con sus réplicas técnicas se realizó el mismo protocolo a los tiempos 
correspondientes del ensayo. 
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6.4 Selección de temperaturas para utilizar en el ensayo de estrés  
Las temperaturas del ensayo de estrés fueron seleccionadas a través de un análisis del 
rango de distribución del erizo rojo en chile y la variabilidad térmica existente en tres 
regiones del país. Se seleccionaron tres temperaturas correspondientes a una control, 
una alta y una baja, cada uno de estos valores obtenido a partir de la temperatura del 
océano registrada en las regiones de Arica, Valparaíso y Magallanes, durante los últimos 
tres años. Las temperaturas seleccionas en base a los datos analizado fueron 8ºC, 13ºC 
y 18 ºC, siendo respectivamente la temperatura baja, control y alta para el ensayo de 
estrés.  
Tabla 2: Temperaturas oceánicas registradas los últimos años en la Región de 
Valparaíso: 
 
Tabla 3: Temperaturas oceánicas registradas los tres últimos años en la Región de 
Arica: 
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Tabla 4: Temperaturas oceánicas registradas los últimos tres años en la Región de 
Magallanes: 
 
6.5 Recolección de celomocitos y ensayo de estrés  
Para el ensayo de estrés térmico se utilizaron cinco erizos juveniles previamente 
aclimatados por dos días a 13º C, estos erizos fueron extraídos desde el estanque y 
diseccionados mediante material quirúrgico para obtener el líquido celómico. De cada 
erizo se obtuvieron aproximadamente 11 ml de líquido celómico, que fueron utilizados 
para realizar un pool de celomocito en un vaso precipitado, obteniéndose finalmente 55 
ml aproximadamente de fluido celómico, los cuales fueron mezclados en relación  1:1 con 
solución anticoagulante (0.5 M NaCl, 20 mM Tris–HCl, y 30 mM EDTA; pH 7.4), para 
evitar que las células se aglutinen, obteniéndose finalmente una solución de 110 ml. 
Posteriormente el pool fue distribuido en tres placas de 9 pocillos (una para cada 
temperatura a evaluar), donde para cada tiempo se dispuso  de un pocillo con dos replicas 
técnicas, a los cuales se adicionaron 4 ml del pool, una vez distribuido el pool cada placa 
fue depositada en una incubadora distinta, a 8ºC, 13ºC y 18ºC. 
El ensayo de estrés se realizó durante 6 horas a las tres temperaturas seleccionadas 
previamente, para la temperatura control (13ºC), alta (18ºC) y baja (8ºC) se dispuso de 
una placa de 9 pocillos, donde cada pocillo de la placa representaba un tiempo, y los dos 
pocillos que se encontraban al lado derecho sus dos respectivas replicas técnicas. La 
medición de viabilidad se realizó mediante el kit de tinción comercial LIVE/DEAD ® 
Viability/Cytotoxicity Kit (Life Technologies). 
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Las mediciones se realizaron a las 0, 3 y 6 horas, donde en cada medición se realizó una 
extracción de RNA a partir de 4 ml de fluido celómico, y se determinó la viabilidad de los 
pocillos correspondientes a ese tiempo y condición. 
6.6 Extracción de RNA  
A partir de los 4 ml obtenidos de líquido celómico por condición y tiempo, se realizó la 
extracción de RNA total agregando 1 ml de trizol y posteriormente homogenizando en 
hielo. Una vez homogenizado, las muestras se centrifugaron a 13000 g a 4ºC por 5 min, 
al finalizar se recuperó la fase acuosa y se incubo por 5 min a temperatura ambiente. Se 
adicionaron 200 μL de cloroformo, se agitó por 15 sg y se volvió a incubar a temperatura 
ambiente por 5 min, luego se procedió a centrifugar las muestras a 12000 g por 15 min a 
4ºC, al finalizar se extrajo la fase acuosa y se depositó en tubos de 1,5 ml. El RNA fue 
precipitado con 0,5 ml de isopropanol (100%), posteriormente se incubó a temperatura 
ambiente por 10 min y se recuperó el precipitado mediante centrifugación a 12000 g a 
4ºC durante 10 min. El precipitado se lavó con 1 ml de etanol (75%) y se centrifugó a 
7500 g (este paso se repitió 5 veces), el pellet fue secado a temperatura ambiente por 10 
min y fue resuspendido en 30 µl agua libre de nucleasas, finalmente se almaceno a -
80ºC. 
Cuantificación del RNA total  
Para la cuantificación del RNA se utilizó el equipo nanodrop, el cual mediante el programa 
Gen5 mide y entrega una tabla con los valores de absorbancia a 260 nm y 280 nm, y de 
la cantidad de RNA total por ul, una vez obtenida la cantidad y el grado de pureza del 
RNA se procedió a ver su integridad. 
Integridad de las muestras obtenidas de RNA  
Para ver la integridad de las muestras de RNA se preparó un gel de agarosa al 1,2%, 
pesando 1,2 grs de agarosa en un matraz y agregando 98,8 ml de buffer Mops 1x, 
posteriormente se adiciono 1,8 µl de formaldehido al 37% y 1 µl de red gel. La mezcla se 
agito y se adiciono a la cámara de corrida, se esperó un lapso de tiempo hasta que la 
solución gelificara y se procedió a pre-correr el gel durante 30 minutos a 70 volts, 
terminado el tiempo se adicionaron 500 ng de RNA de cada condición en, en cada uno 
21 
 
delos tiempos. El gel fue corrido a 70 volts durante 60 minutos. Al finalizar el tiempo el 
gel fue puesto en el transiluminador para ver la integridad de las muestras. 
6.7 Síntesis de cDNA  
Para realizar la síntesis de cDNA las muestras del ensayo de estrés por temperatura 
fueron descongeladas en hielo junto a los reactivos del kit QuantiTect®Reverse 
Transcription, QIAGEN (Buffer gDNA Wipeout, Quantiscript Reverse Transcriptase, 
Quantiscript RT Buffer, RT Primer Mix y el agua libre de nucleasas) a temperatura 
ambiente (25°C). En primer lugar, se preparó la reacción de gDNA en hielo, que tiene el 
fin de eliminar el DNA genómico, para esto se mezclaron 2 µL del Buffer gDNA Wipeout 
(7X) y 800 ng de RNA, la solución resultante fue llevada hasta los 14 µL con agua libre 
de nucleasas, luego se incubo por 2 min a 42°C en el termociclador. Al terminar, los tubos 
fueron puestos inmediatamente en hielo.  
A continuación se preparó el mix para la transcripción reversa, mezclando 1µL de 
Quantiscript Reverse Transcriptase con 4 µL de Quantiscript RT Buffer (5X) y 1 µL RT 
Primer Mix, posteriormente se adicionaron los 14 µL que contenían el RNA, y se incubó 
por 15 minutos a 42°C, luego por 3 minutos a 95°C, al terminar la reacción se procedió a 
cuantificar las cantidades de cDNA obtenidas mediante el equipo nanodrop, finalmente 
los tubos fueron almacenados a -20°C para ser utilizados posteriormente. 
6.8 Desarrollo de curvas melting, estándar y cuantificación de las muestras 
Se realizó una curva melting para evaluar la amplificación de un producto único generado 
por los partidores diseñados, para lo que se dispuso de tres tubos de microcentrifuga, a 
los cuales se adicionaron 6 μL de cDNA (150 ng), 0,2 μL de ROX, 7,5 μL de SYBR Green 
y 1,5 μL del mix de partidores foward y reverse (5 uM) respectivos del gen a evaluar. El 
protocolo de PCR consiste en un ciclo inicial de 10 minutos a 95ºC, 40 ciclos de tres 
segmentos (30 segundos a 95ºC, 30 segundos a la TM respectiva de los partidores y 60 
segundos a 72ºC) y 1 ciclo final de tres segmentos (60 segundos a 95ºC, 30 segundos a 
55ºC y 30 segundos a 95ºC). 
Para el desarrollo de la curva estándar se hizo un pool con todas las muestras de cDNA 
del ensayo de estrés, tomando 3 μL de tiempo/condición con sus respectivas réplicas 
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técnicas, y depositándolos en un tubo de micro centrifuga de 1,5 ml, posteriormente se 
realizaron diluciones seriadas de 1/10; 1/20; 1//40; 1/80; 1/160; 1/320; 1/640; 1/1280 con 
agua libre de nucleasas, para la formación de la curva de estándar. 
Para la reacción de Q-PCR se utilizaron 6 μL de cDNA de cada punto de la curva por 
triplicado, además se adicionaron 0,2 μL de ROX, 7,5 μL de SYBR Green y 1,5 μL del 
mix de partidores foward y reverse del gen respectivo a evaluar. El PCR en tiempo real 
fue realizado en un termociclador Mx300P (Stratagene, USA) con un volumen final de 
14,7 μL por reacción y ajustando la temperatura de fusión (TM) de acuerdo a los 
requerimientos de los partidores. Para la curva estándar se estableció un R2 superior a 
0.985 y una eficiencia entre 95 a 105 %. 
Por último para cuantificación se tomaron 10 μL de las muestras del ensayo de estrés 
térmico de cada condición y se diluyeron 1/40 con agua libre de nucleasas, 
posteriormente se tomaron 6 μL de cDNA de cada condición por triplicado, 
correspondientes a 150 ng,  y se adicionaron 0,2 μL de ROX, 7,5 de SYBR Green y 1,5 
μL del mix de partidores foward y reverse del gen respectivo a evaluar. El PCR en tiempo 
fue realizado en un termociclador Mx300P (Stratagene, USA) con un volumen final de 
14,7 μL por reacción y ajustando la temperatura de fusión (TM) de acuerdo a los 
requerimientos de los partidores. 
6.9 Normalización y análisis estadístico  
Los valores obtenidos por Q-PCR fueron normalizados a partir del gen de miosina y de 
Pac2. Estos genes normalizadores fueron obtenidos a partir de un análisis de estabilidad 
en las tres condiciones de temperatura estudiadas mediante el programa geNorm, para 
lo que se evaluaron cuatro genes y se terminaron escogieron los dos genes que 
presentaron una mayor estabilidad en las tres condiciones. El análisis estadístico para 
evaluar las diferencias expresión relativa entre los distintos grupos se realizó mediante 
un ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni. 
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7.-Resultados  
7.1 Elección de genes y long non coding RNAs  
Se ha descrito que un estrés por una variación de temperatura respecto a los niveles 
basales puede generar una modulación de distintas vías celulares, dentro de las vías 
afectadas por este agente se encuentran la biogénesis mitocondrial, ubiquitina-
proteasoma y la vía de estrés oxidativo. Si bien este efecto se ha estudiado en distintos 
tipos de organismos, no se ha visto lo que puede ocurrir en erizo de mar, más 
específicamente lo que puede ocurrir en sus células inmunes. 
La obtención del transcriptoma de erizo rojo ha permitido identificar una gran variedad de 
genes, dentro de los cuales se encuentran genes participes de estas vías, además de 
secuencias de moléculas reguladoras de la expresión, como lo son los long non-coding 
RNA. 
Para este trabajo se seleccionaron 11 genes en total de las tres vías de interés, 
encontrados en el transcriptoma de erizo rojo. Para el caso de dos genes en particular se 
debieron buscar las secuencias en el transcriptoma de  Strongylocentrotus purpuratus y 
alinearlas contra el transcriptoma de erizo rojo. Por último, se seleccionaron 11 lncRNA 
mediante una matriz de correlación que posiblemente estarían regulando los genes 
previamente seleccionados.  
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Tabla 5: Nivel de correlación de Pearson entre genes seleccionados y Long non-
coding RNAs.  
Gen seleccionado  lncRNA  Correlación  p-value 
ATP sintasa sub unidad beta lncRNA 38011 0,9978 7,99E-03 
NADH ubiquinona oxidorreductasa lncRNA 87043 0,9997 1,21E-04 
Citocromo c oxidasa lncRNA 108167 -0,9998 2,24E-04 
Succinato deshidrogenasa  lncRNA 6199 -0,9968 1,51E-02 
Glutatión sintetasa  lncRNA 31199 0,9997 2,61E-04 
Catalasa  lncRNA 106634 0,9997 2,87E-04 
Superóxido dismutasa  lncRNA 47481 0,9991 8,89E-04 
Conjugadora de ubiquitina  lncRNA 9550 -0,9967 1,57E-02 
Modificadora de ubiquitina  lncRNA 35021 0,9993 6,16E-04 
Ligasa ariah1 lncRNA 20506 -0,8897 0.01305 
Ligasa siah1 lncRNA 64433 -0,9985 3,26E-03 
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7.2 Ensayo de viabilidad celular  
Para determinar el tiempo de duración del ensayo de estrés por temperatura se realizó 
una prueba de viabilidad celular durante 12 horas. Para este fin se realizó un pool de 
celomocitos a partir de tres juveniles de erizo rojo distribuido en tres placas de 12 pocillos. 
Las mediciones se realizaron cada una hora mediante un kit de fluorescencia que 
evaluaba la actividad esterasa y la integridad de las células a partir de dos colorantes, la 
calceína y homodimero-1 de etidio que tiñen la células vivas de color verde y las células 
muertas de color rojo respectivamente. Para este ensayo se obtuvo una variación 
significativa de la viabilidad celular de los celomocitos a las 6 horas respecto a las 10 y 
12 horas, llegando a presentarse una viabilidad celular del 62 % a las 10 horas. 
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Figura 1: Viabilidad de celomocitos de L. albus determinada a las 0, 2, 4, 8 y 12 
horas. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de ANDEVA de una 
vía seguido de una prueba posterior de Bonferroni. 
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7.3 Viabilidad celular durante ensayo de estrés térmico  
A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular de 12 horas, se 
observó que luego de 6 horas el porcentaje de viabilidad comenzaba a disminuir de forma 
significativa, es por esta razón que se decidió realizar el ensayo de estrés térmico durante 
un tiempo de 6 horas, para así poder evitar una alta tasa de mortalidad producto del 
estrés generado por temperatura. 
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Figura 2: Viabilidad de celomocitos en condición control, tratamiento por alta 
temperatura  y baja temperatura, en verde se observan células vivas y en rojo las 
células muertas, todas las fotografía corresponden a imágenessobrepuestas de 
celomocitos observados en un microscopio de fluorescencia a 480 nm (rojo) y 590 nm 
(verde), con aumento de 20x.   
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
V
ia
b
il
id
a
d
 c
e
lu
la
r
 (
%
)
t i
e
m
p
o
 0
t i
e
m
p
o
 3
t i
e
m
p
o
 6
0
5 0
1 0 0
1 5 0
C o n tro l
A lta  te m p e ra tu ra
B a ja  te m p e ra tu ra
* ***
* *
 
Figura 2: Porcentaje de viabilidad celular en celomocitos de L. albus determinado 
durante el ensayo de estrés térmico a las 0, 3 y 6 horas. Estrés por alta temperatura 
(barras grises clara), estrés por baja temperatura (barra gris oscura) y control (barras 
negras). Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de ANDEVA de dos 
vías seguido de una prueba posterior de Bonferroni. 
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7.4 Perfiles de expresión de proteínas de shock térmico (Hsp) 
Para determinar si el ensayo de variación por temperatura género algún grado de estrés 
sobre las células inmunes de erizo, es que se decidió evaluar la expresión de moléculas 
que se generan frente a una eventual perturbación del ambiente, estas moléculas son 
conocidas como proteínas de shock térmico (Hsp). Las Hsp corresponden proteínas de 
respuesta a estrés que están encargadas de asistir a otras proteínas para mantener su 
capacidad funcional y así evitar su degradación (Lindquist y Craig, 1988). Por esta razón 
es que se evaluaron dos moléculas pertenecientes a la familia de las heat shock protein, 
la Hsp70 y una proteína de estrés mitocondrial.  
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Figura 3: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de Hsp70 en celomocitos 
de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa de Hsp70 para 
la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos 
distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas condiciones fueron 
normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias 
significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 
0,05). 
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Figura 4: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de la proteína de estrés 
mitocondrial en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de 
expresión relativa de la proteína de estrés mitocondrial para la condición control, de alta 
temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores 
de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, 
miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una 
vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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7.5 Perfil de expresión de genes candidatos de las tres vías de interés. 
Como se describió previamente, está demostrado que la temperatura puede alterar la 
homeostasis, pudiendo provocar un desequilibrio en los distintos complejos y moléculas 
que encontramos en las vías de interés, correspondientes a la biogénesis mitocondrial, 
ubiquitina-proteosoma y de estrés oxidativo. Por lo que para determinar el efecto de un 
estrés térmico sobre la expresión de distintos genes participes de estas vías, es que se 
evaluó la expresión relativa de dichos genes mediante Q-pcr.  
Los genes seleccionados fueron evaluados a partir del ensayo de estrés térmico, en la 
condición control (13ºC), de baja temperatura (8ºC) y de alta temperatura (18ºC) a los 
tiempos las 0, 3 y 6 horas  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
 
7.5.a. Genes biogénesis mitocondrial  
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Figura 5: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de ATP sintasa 
subunidad beta en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de 
expresión relativa de ATP sintasa subunidad beta para la condición control, de alta 
temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores 
de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, 
miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una 
vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 6: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de NADH ubiquinona 
oxidorreductasa en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores 
de expresión relativa de NADH ubiquinona oxidorreductasa para la condición control, de 
alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los 
valores de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos 
genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA 
de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 7: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de succinato 
deshidrogenasa en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores 
de expresión relativa de succinato deshidrogenasa para la condición control, de alta 
temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores 
de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, 
miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una 
vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 8: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de citocromo c oxidasa 
en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa 
de citocromo c oxidasa para la condición control, de alta temperatura (AT) y baja 
temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las 
distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para 
identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior 
de Bonferroni (*p < 0,05). 
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7.5.b. Genes vía ubiquitina proteosoma  
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Figura 9: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de la modificadora de 
ubiquitina en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de 
expresión relativa de la modificadora de ubiquitina para la condición control, de alta 
temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores 
de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, 
miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una 
vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 10: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de la conjuradora de 
ubiquitina en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de 
expresión relativa del gen de la conjuradora de ubiquitina para la condición control, de 
alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los 
valores de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos 
genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA 
de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 11: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de la ligasa ariah1 en 
celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa 
de la ligasa ariah1 para la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura 
(BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas 
condiciones fueron normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar 
diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de 
Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 12: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de la ligasa siah1 en 
celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa 
de la ligasa siah1 para la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura 
(BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas 
condiciones fueron normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar 
diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de 
Bonferroni (*p < 0,05). 
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7.5.c. Genes vía estrés oxidativo 
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Figura 12: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de catalasa en 
celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa 
de catalasa para la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a 
tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas condiciones 
fueron normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias 
significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 
0,05). 
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Figura 13: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de superóxido 
dismutasa en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de 
expresión relativa de superóxido dismutasa para la condición control, de alta temperatura 
(AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión 
para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. 
Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test 
posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 14: Efecto de la variación térmica sobre la expresión de glutatión sintetasa 
en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa 
de glutatión sintetasa para la condición control, de alta temperatura (AT) y baja 
temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las 
distintas condiciones fueron normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para 
identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior 
de Bonferroni (*p < 0,05). 
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7.6 Perfil de expresión de lncRNA correlacionados con genes de las vías de interés  
Se evaluó la expresión relativa de los lncRNA obtenidos a partir de los datos de RNAseq, 
y posteriormente se calculó la correlación en base a  los valores de expresión obtenidos 
por Q-pcr, tanto del lncRNA como de su gen target, para así poder determinar si la 
correlación predicha por RNAseq se conservaba bajo las condiciones de estrés por 
temperatura. Lo importante de estos resultados es poder determinar el efecto del estrés 
térmico en la regulación génica mediada por lncRNAs 
Para los diferentes lncRNAs se mostró un aumento en la expresión relativa en el ensayo 
por alta temperatura a las 3 horas, con una posterior disminución a las 6 horas. Para el 
caso del ensayo por baja temperatura se mostró una leve tendencia al aumento en los 
lncRNA 9550, 35021 y 6199, y a la disminución de expresión como el lncRNA 31199, 
108167 y 47481. 
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Figura 15: Efecto de la variación térmica sobre la expresión del lncRNA 9550 
correlacionado, con la enzima conjugadora de ubiquitina en celomocitos de erizo 
rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa del lnc RNA 9550 para 
la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos 
distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas condiciones fueron 
normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias 
significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 
0,05). 
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Figura 16: Efecto de la variación térmica sobre la expresión del lncRNA 35021 
correlacionado, con la enzima modificadora de ubiquitina en celomocitos de erizo 
rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa del lnc RNA 35021 para 
la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos 
distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas condiciones fueron 
normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias 
significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 
0,05). 
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Figura 17: Efecto de la variación térmica sobre la expresión del lncRNA 6199 
correlacionado, con la enzima succinato deshidrogenasa en celomocitos de erizo 
rojo. En el grafico se muestran los valores de expresión relativa del lnc RNA 6199 para 
la condición control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos 
distintos (0, 3 y 6). Los valores de expresión para las distintas condiciones fueron 
normalizados mediante dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias 
significativas se realizó un ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 
0,05). 
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Figura 18: Efecto de la variación térmica sobre la expresión del lncRNA 31199, 
correlacionado la enzima glutatión sintetasa en celomocitos de erizo rojo. En el 
grafico se muestran los valores de expresión relativa del lnc RNA 31199 para la condición 
control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 
6). Los valores de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante 
dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un 
ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 19: Efecto de la variación térmica sobre la expresión del lncRNA 108167, 
correlacionado con el citocromo c en celomocitos de erizo rojo. En el grafico se 
muestran los valores de expresión relativa del lnc RNA 108167 para la condición control, 
de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 6). Los 
valores de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante dos 
genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un ANDEVA 
de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
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Figura 20: Efecto de la variación térmica sobre la expresión del lncRNA 47481, 
correlacionado con la enzima superóxido dismutasa en celomocitos de erizo rojo. 
En el grafico se muestran los valores de expresión del lnc RNA47481 para la condición 
control, de alta temperatura (AT) y baja temperatura (BT) a tres tiempos distintos (0, 3 y 
6). Los valores de expresión para las distintas condiciones fueron normalizados mediante 
dos genes, miosina y Pac2. Para identificar diferencias significativas se realizó un 
ANDEVA de una vía con un test posterior de Bonferroni (*p < 0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
52 
 
Tabla 6: Nivel de correlación de Pearson entre genes seleccionados de las tres vías 
de interés y Long non coding RNAs bajo la condición control, de alta temperatura 
y baja temperatura.  
 
Gen seleccionados lncRNA Correlación por condición p-value  
    control 0,277880687 0,8207 
conjugadora de ubiquitina lncRNA 9550 alta temperatura 0,865122762 0,3360 
    baja temperatura 0,612915238 0,5800 
    control 0,766746034 0,4437 
modificadora de ubiquitina lncRNA 35021 alta temperatura 0,516031938 0,6548 
    baja temperatura 0,249773514 0,8393 
    control 0,947320494 0,2076 
succinato deshidrogenasa lncRNA 6199 alta temperatura 0,953048739 0,1959 
    baja temperatura 0,981611403 0,1223 
    control 0,997874427 0,0415 
citocromo c oxidada subunidad III lncRNA 31199 alta temperatura 0,981507758 0,1226 
    baja temperatura 0,371009454 0,7580 
    control -0,86905978 0,3294 
glutatión sintetasa lncRNA 6684 alta temperatura 0,714972795 0,4929 
    baja temperatura 0,173438301 0,8890 
    control 0,998568501 0,0347 
superóxido dismutasa lncRNA 47481 alta temperatura 0,991439643 0,0833 
    baja temperatura 0,894078983 0,2957 
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8.- Discusión  
El erizo de mar es un organismo poiquilotermo que está constantemente expuestos a la 
presión ambiental, que incluye: depredación, cambios de temperatura y pH, hipoxia, 
patógenos, radiación UV y metales. Una de las bases del porque el erizo es capaz de 
adaptarse a diferentes ambientes marinos  y sobrevivir, es su complejo sistema 
inmunitario (Pinsino et al., 2008). Las principales células que componen este sistema 
inmune corresponden a los celomocitos, los cuales poseen diversas funciones relevantes 
para enfrentar agentes infecciosos y factores que causan estrés (Pinsino y Matranga., 
2015). Debido a la importancia de este tipo celular en erizo rojo, es que en esta tesis se 
decidió evaluar el efecto del estrés térmico sobre los celomocitos a nivel de tres vías, que 
son relevantes para el mantenimiento celular, así como determinar su efecto en la 
regulación génica mediada por lncRNA.  
Para el ensayo de estrés térmico se debieron buscar genes constitutivos para normalizar  
los valores de expresión obtenidos por Q-PCR. En la literatura solo se presenta 18S como 
gen normalizador en esta especie. Sin embargo como se pretendía normalizar por medio 
de dos genes, es que se buscó en el transcriptoma de erizo rojo tres genes candidatos a 
normalizadores, que fueron seleccionados a partir del coeficiente de variación y el 
molecular fold change. Posteriormente se evaluó la estabilidad de los tres genes 
seleccionados y de 18S en las tres condiciones de temperatura mediante el programa 
geNorm, resultando en la  obtención de Pac2 y miosina como los dos genes de mayor 
estabilidad (Wang et al., 2015; Zhou et al., 2017). Estos resultados reafirman la 
importancia de los datos obtenidos por RNA-seq,  y brindan un conjunto de genes 
normalizadores que podrían servir para estudios futuros. 
Para determinar posibles long non coding RNA que estuvieran regulando la expresión de 
los distintos genes de interés, se realizó una matriz de correlación a  partir de los  niveles 
de expresión obtenidos por RNA-seq, seleccionando los lnc RNA que presentaban una 
mayor correlación, superior al 0,9 % o menor a -0,9% en la escala Pearson. Este 
coeficiente mide el grado de correlación lineal que existe entre dos variables aleatorias 
cuantitativas, tomando valores entre -1 y 1 (Ahumada, 2012). A partir de la matriz se 
obtuvieron 11 long non coding RNA, de los cuales cinco estarían regulando de forma 
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negativa la expresión de genes como la ligasa siah1 y citocromo c oxidasa subunidad III 
entre otros, y seis que estarían regulando de forma positiva la expresión de genes como 
catalasa y glutatión sintetasa. Cabe destacar que todo lo mencionado anteriormente está 
basado en los valores de correlación obtenidos en la escala de Pearson. 
Previamente se evaluó la viabilidad celular durante 12 horas para determinar el rango de 
tiempos a utilizar en el ensayo de estrés térmico, en el cual se utilizó un pool de 
celomocitos obtenido a partir de tres juveniles de erizo rojo. En este ensayo se determinó 
que a partir de las 6 horas comenzaba a disminuir de forma significativa la viabilidad 
celular en celomocitos de erizo rojo, llegando a un porcentaje del 65 % a las 8 horas, es 
por esta razón que se optó por realizar el ensayo de estrés térmico durante 6 horas, para 
no confundir la mortalidad celular normal que presentan los celomocitos en un lapso de 
tiempo superior a las 6 horas, con la generada por el ensayo de estrés térmico. De no 
haberse seleccionado el tiempo de 6 horas se podrían haber generado variaciones en la 
expresión de los genes y lncRNA producto, no dé una respuesta celular, sino que de un 
incremento en la mortalidad generado por el tiempo y el agente estresor. 
La medición de la viabilidad celular durante el ensayo de estrés térmico (Figura 2), mostró 
una diferencia significativa en la viabilidad a las 6 horas entre las tres condiciones: control, 
alta temperatura y baja temperatura, siendo la condición de baja temperatura la de mayor 
viabilidad. Este efecto podría deberse a que los juveniles de los erizos rojo utilizados, 
fueron obtenidos en invierno cuando la temperatura oceánica oscilaba alrededor de los 
13 º C, por ende los celomocitos estaban en una condición ambiental de baja temperatura 
con respecto a los otros meses del año. Se ha descrito que las repuestas mediadas por 
un estrés por baja temperatura son más dramáticas que las generadas por un estrés por 
aumento de temperatura en celomocitos de erizo de mar (Matranga et al., 2000; 
Matranga., et al 2001), lo que no se condice con los resultados obtenidos. Se esperaba 
que los celomocitos de erizo rojo presentaran una mayor viabilidad en la condición de 
alta temperatura debido a que este organismo está sometido a una temperatura promedio 
anual de 14ºC en la Región de Valparaíso, y a que tampoco se ve enfrentado a 
temperaturas tan drásticas como las utilizadas en este ensayo de estrés.   
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La expresión de genes asociados a  proteínas de shock térmico (Hsp) fue evaluada en el 
ensayo de estrés por temperatura, con el fin de determinar si las temperaturas 
seleccionadas estaban generando algún grado de estrés sobre los celomocitos de erizo 
rojo. Para el caso de la proteína de estrés mitocondrial (Figura 4) no se observa una 
diferencia ni tendencia en las tres condiciones a los distintos tiempos, a diferencia de la 
molécula Hsp70 (Figura 3) que se observa una tendencia al aumento de expresión a las 
3 horas para los tratamientos, lo que concuerda con lo descrito en distintos trabajos donde 
se aprecia un aumento de expresión de esta molecular a tiempos cortos (Pinsino et al., 
2008; Matranga et al., 2002; Matranga et al., 2000). Además, se deja en claro que esta 
especie de erizo no presenta una expresión constitutiva de esta molécula, como si se ha 
visto en otras especies de erizo de mar (Gonzalez et al., 2018). En la figura 3 se observa 
además que el tratamiento por Alta temperatura es el que produce el mayor aumento 
para Hsp70, dando indicios que esta condición es la que está generando un mayor grado 
de estrés sobre las células inmunes de esta especie de erizo. 
Se evaluó la expresión génica de los distintos genes que constituyen las vías de interés. 
Para el caso de los genes pertenecientes a la vía de biogénesis mitocondrial que 
constituyen subunidades de los cuatro complejos de la cadena transportadora de 
electrones, se observa que para el caso de la ATP sintasa subunidad beta, la succinato 
deshidrogenasa subunidad III y la citocromo c oxidasa subunidad III (Figura 5, 6, 7, 8) 
hay una tendencia a la disminución de la expresión de la ATP sintasa y citocromo c 
oxidasa frente a un estrés por una disminución de la temperatura tiempo dependiente, si 
bien esta diferencia no es significativa, en el caso de la ATP sintasa la tendencia 
observada coincide con lo descrito en bibliografía sobre un desequilibrio de los distintos 
complejos debido al estrés generado, con una disminución del potencial de membrana y 
de la concentración de ATP (Wilkening et al., 2018). Una de las razones que explicaría 
una diminución de la expresión de los genes de la biogénesis mitocondrial, es que la 
mayoría de las proteínas mitocondriales se codifica en el núcleo y se importa después de 
su síntesis al citosol, por lo que una acumulación de las subunidades de los complejos 
mitocondriales, causada por una menor eficiencia de transporte de proteínas citosolicas 
producto de la temperatura, ocasionaría una disminución de la expresión de estos genes 
(Wilkening et al., 2018).   .  
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Los genes evaluados de la vía ubiquitina proteosoma no mostraron un gran tendencia al 
aumento de expresión, lo que no se esperaba debido a que en otras especies, es sabido 
que producto de un estrés térmico por una alta o baja temperatura se va a producir un 
aumento en los niveles de proteínas desnaturalizadas, las cuales serán marcadas por las 
ubiquitinas para sufrir una degradación proteasomal, debido a este factor (Kim et al., 
2011). En el caso de los 4 genes evaluados no se mostró una variación en los grupos 
experimentales a través del tiempo (Figura 10). Sin embargo lo que se esperaba en 
cuanto a esta vía era un aumento en la expresión de las distintas moléculas que están 
implicadas en la degradación de estas proteínas, como lo sería la enzima conjuradora de 
ubiquitina, la enzima modificadora y las ligasas (Figura 9, 10, 11 y 12). Una teoría que 
explicaría la ausencia de este efecto sería la síntesis de proteínas de estrés térmico, 
como las Hsp que estarían cumpliendo el rol de resguardar la integridad de las proteínas 
frente a un eventual estrés por temperatura, por lo que estas moléculas estarían 
reconociendo las proteínas denaturadas y renaturalizándolas nuevamente (Currie, 2011), 
lo que a su vez evitaría un aumento significativos de  las moléculas participantes de esta 
vía. 
La vía de estrés oxidativo para el ensayo por alta temperatura mostro una tendencia a la 
disminución en la expresión de catalasa, superóxido disputas y glutatión sintetasa a las 
6 horas (Figura 12, 13 y 14), la única molécula que presento una tendencia al aumento 
de expresión fue superóxido dismutasa  al tiempo 3 de este ensayo (Figura 13), que 
podría deberse a que el radical anión superóxido, el cual es blanco de SOD, es una de 
las primeras especies reactivas de oxígeno (ROS) generada por diversivos sistemas 
celulares (Quiroz y Bahena, 2008). Los resultados mencionados anteriormente 
concuerdan con los obtenidos para succinato deshidrogenasa y  NADH ubiquinona 
oxidorreductasa (Figura 6 y 7), ya que se aprecia una tendencia al aumento de expresión 
en estas moléculas en el ensayo de alta temperatura al tiempo 3, lo que se explicaría por 
un aumento en la expresión de SOD, que estaría resguardando en una primera instancia 
la integridad de estos complejos del radical anión superóxido, ya que se ha visto que esta 
molécula reactiva posee una mayor toxicidad en proteínas que contienen centros Fe-S, 
como lo es la succinato deshidrogenasa y NADH ubiquinona oxidorreductasa, entre otras 
(Quiroz y Bahena, 2008) . Para el caso del ensayo por baja temperatura se ve una leve 
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tendencia al aumento de expresión en catalasa y SOD que podría deberse a una 
generación de ROS ocasionada por la disminución de temperatura (Malek et al., 2004), 
específicamente a las 6 horas de este ensayo se ve una disminución de catalasa que es 
contradictorio con el aumento de SOD a este mismo tiempo, ya que SOD es la enzima 
encargada de transformar el radical anión superóxido en peróxido de hidrógeno (H2 O2), 
el cual es posteriormente transformado en agua por catalasa (Quiroz y Bahena, 2008), 
es por esta razón que se esperaba una aumento en la expresión de catalasa. Los 
resultados obtenidos en los ensayos por alta y por baja temperatura dan a entender que 
podría haberse generado ROS en la condición de estrés por aumento de temperatura  
(Freire et al., 2011; Lushchak, 2011; Madeira et al., 2013), debido a la modulación de 
expresión que experimentaron SOD a las 3 horas.  
Se evaluó la expresión de seis lncRNAs relacionados con sus respectivos genes objetivos 
para las tres vía de interés. En el análisis de expresión relativa se observó que para los 
seis lncRNAs se presentaba una tendencia al aumento de expresión a las tres horas 3 
del ensayo de estrés por alta temperatura, y que posteriormente disminuía a las 6 horas 
de esta misma condición. En la bibliografía se presenta escasa información respecto al 
efecto que puede ejercer este factor sobre la expresión de estas moléculas, ya sea por 
un aumento o disminución de temperatura, sin embargo y partir de los valores de 
expresión relativa obtenidos, es que se puede suponer que un estrés generado por un 
aumento de la temperatura tiene un mayor efecto sobre la regulación de la expresión de 
los lncRNAs (Figura 16, 17, 18, 19 y 20). Respecto a lo descrito en lncRNAs se ha visto 
la participación de un RNA largo en la activación de HSF1, el cual corresponde a un factor 
de transcripción que tiene un rol clave en la respuesta a shock térmico al inducir la 
expresión de proteínas de shock térmico (Hsps) y otras proteínas citoprotectoras 
(Shamovsky et al., 2006).  
Para evaluar de mejor manera el nivel de correlación de Pearson se decidió determinar 
el nivel de correlación existente entre lncRNA y genes target por condición a los distintos 
tiempos (Tabla 7). Estos resultados mostraron que para el caso de los lncRNAs 3502, 
9550 y 6684, que de acuerdo a los datos de RNAseq estaban regulando de forma 
positiva, negativa y negativa al gen de la enzima modificadora de ubiquitina, conjugadora 
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de ubiquitina y glutatión sintetasa respectivamente, no se mantenía la correlación de 
expresión en ninguna de las tres condiciones. En el caso de los lncRNAs 6199, 31199 y 
47481 se pudieron detectar valores de correlación superiores al 0,9, lo que confirmaría 
que estos RNA largos pudieran estar regulando la expresión de estos genes, 
correspondientes a la subunidad de III de la succinato deshidrogenasa, la subunidad III 
de la citocromo c oxidasa y superóxido dismutasa. Para el caso de lncRNA 6199 y 47481 
se estaría regulando al gen target en todas las condiciones, no así para el caso del 
lncRNA 31199 que estaría regulando a su gen target en la condición control y por alta 
temperatura. 
Con respecto al mecanismo de regulación que estarían presentando los lncRNAs 6199, 
31199 y 47481, se puede suponer que sería mediante una regulación de tipo 
transcripcional que pudiera estar efectuándose mediante la interferencia transcripcional, 
en donde se puede estar ocurriendo una unión de este regulador al promotor para 
bloquear la formación del complejo de preiniciación, mediante la interacción con factores 
de transcripción (Martens et al., 2004; Thompson y Parker., 2007; Martianov et al., 2007) 
o a través de la remodelación de cromatina (Wang et al., 2011). Todo lo discutido 
anteriormente es a partir de la modulación de expresión que presentaron los genes target, 
y al nivel de correlación que presentaron con los lncRNA en las distintas condiciones.  
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9.-Conclusiones  
-Se puede concluir en base a los resultados obtenidos que un estrés por aumento de 
temperatura tienen un mayor efecto en la viabilidad de los celomocitos de erizo rojo, que 
se evidencia a partir de las 6 horas. 
- El estrés por temperatura en los niveles térmicos evaluados no genera una modulación 
en la expresión de genes participes de las vías de biogénesis mitocondrial, ubiquitina 
proteosoma y de estrés oxidativo, así como en sus respectivos lncRNA 
 - El estrés por temperatura puede afectar el grado de correlación que presentan los 
lncRNA con sus respectivos target, esta conclusión es muy relevante, ya que se presenta 
escasa información de cómo la temperatura puede afectar la expresión y el grado de 
regulación de los lncRNA. 
  
  
 
 
 
 
- 
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11.-Anexo  
 
1-Curvas melting de producto único y curva estándar representativas de las tres 
vías de interés, correspondientes a ligasa ariah1, catalasa y citocromo c oxidasa  
Respectivamente  
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